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論文内容要旨
本論文は，生体活性物質を高感度検出するためのチップ型バイオセンサの開発に関する研究
を論じたものである.微量の生体活性物質を検出する技術は，環境，健康，安全問題が顕在化す
る現在社会において，大きなニーズを持っている.バイオセンサは生体や生体分子の持つ優れた
分子認識能力を活用した計測デバイスとして広く認知され，多くの研究が行われている.本研究の
目的は，医療，環境，食品分野への応用が可能な，生体活性物質を高感度検出できる小型で簡
便なバイオセンサを開発することである.そのためのアプローチとして，分析対象の生物学的特性
を生かした分子認識素子の選択を試みた.さらに，小型で安価かつ使いやすく高感度な検出装置
として電極チップを作製し，それぞれの検出系に組み込んだ.本論文は 7 章より構成されている.
第 2 章で、は電極チッフ。の作製について，第 3 章から第 6 章では本研究で開発した 4 種類のチップ
型バイオセンサについて述べている.各章の要旨を以下に示す.
第 I 章「緒言Jで、は研究の中心テーマで、あるチップ型電気化学バイオセンサの開発について研
究背景を概説し，研究の重要性について述べた.また，生理活性物質の高感度検出に向けた研
究のアプローチを述べ，本論文の全体の構成を示した.
第 2 章「電極チップの作製」では本研究で用いた金電極チップ，カーボン電極チップおよび、
osmium-polyvinylpyridine gel polymer containing horseradish peroxidase (Os-HRP ポリマー)修飾
電極チップの作製方法について述べた.第 3 章と第 4 章で使用した金電極チッフ。および第 6 章で
使用したカーボ、ン電極チップはフォトリソグラフィーの技術を用いて作製した.このうちカーボン電
極チップに関しては，各種カーボン成膜基板の収集，作製の方法について記すとともに，電気化
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学特性の評価およびカーボン構造解析評価の結果についても詳しく記載した.金のパターンはス
パッタリング，カーボ、ンのパターンはエッチング、法で、作製した.第 5 章で使用し Os-HRP 修飾電極
は，スズドープ酸化インジウム (ITO)成膜基板に市販の Os-HRP ポリマーを1.5μL 塗布して乾燥さ
せて作製した.
第 3 章「電気化学免疫測定チップによるテストステロンの定量」では，抗体を分子認識素子に用
いるバイオセンサ開発について述べた.バイオセンサの分子認識素子として抗体を用いる方法は，
抗体の種類を変更するだけで様々なアナライトに適用可能な汎用的手法である.このような特長は，
血液や尿などから疑いのあるしてつかの疾病マーカ一分子を同時に定量したい医療現場のニー
ズ、にマッチする.本章では，簡易検査手法として広く利用されているイムノクロマトグ、ラフィーと定量
分析法である電気化学検出を組み合わせることにより，簡便性と定量性を両立できる検査デバイス
の開発を目的とした.モデ、ル分析対象物質には男性'性腺機能の指標であるテストステロンを採用
した.ニトロセルロ「ス膜を抗体の固定化担体とし，イムノクロマトグ、ラフィーの手法で、競合法により
テストステロンと標識西洋わさびベルオキシダーゼ、 (HRP) 標識テストステロンをテストラインに捕捉
した.30 分間のイムノクロマトグラフィーの後，テストラインを切取って電極チッフ。上へ置き， 2.0 mM 
フエロセンメタノール (FcOH) および 2.0 mM H202 を含むクエン酸緩衝液 (pH4.5) を添加した.そし
て，競合反応によって捕捉された HRP 活性を三電極集積型金電極チップでアンペロメトリックに検
出した.その結果， 1 ・625 ng加L のテストステロン検出に成功した.比較的短時間かっ簡易な操作
で，日本人男性の血中総テストステロン基準値をカバーできる高感度なテストステロンの定量を行
うことができ，簡便性と定量性の両立できる検査デ、パイスとしての可能性を示すことができた.今後，
イムノクロマトグラフィーと電気化学検出を一体化してさらに簡易なワンステップ分析へ発展させる
ことにより，実用的な医療，食品，環境測定へ応用できる手法としての展開が期待できる.
第 4 章「酸化ストレス性物質検出のための白血球細胞チップの開発Jでは白血球細胞を分子認
識素子に用しもバイオセンサ開発について述べたバイオセンサの分子認識素子として細胞を用
いる方法は，分析対象の生体活性を簡易に評価できる手法である.本章では白血球の生理的な
生体防御機能を利用する酸化ストレス性物質のバイオセンサの開発を目的とした.好中球などに
分化した白血球細胞は酸化ストレス性刺激により NADPH オキシダーゼを活性化して・O2を産生し，
・O2ーは不均化されてH202を生じる . HL-60 細胞株を all-trans レチノイン酸で好中球様に分化させて
分子認識素子に利用し，酸化ストレス性刺激により細胞が産生する H20Z を Os-HRP 修飾電極チッ
プで検出するセンサ作製を試みた.モデ、ル酸化ストレス性物質として phorbo1 12・myristate
13・acetate (PMA) を用いて作製したセンサの評価を行った.その結果， PMA刺激による細胞の応
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答を本センサで、モニタリングで、きることが確認、できた.さらに， NADPH オキシダーゼ阻害剤のアポ
シニン， H202 産生を触媒する superoxidedismutase (SOD) , H202 を分解する catalase (CAT) などを
用いて実験を行い，ルミノール発光法の結果と比較を行った.その結果，・O2ーを中心に幅広い活性
酸素種が検出されるルミノール発光法とは異なり，本センサでは NADPH オキシダーゼ活性化によ
り細胞外に放出する H20Z を特異的に検出していることが強く示唆された.本自血球バイオセンサ
は酸化ストレス性物質を検出する手法として有効であり，発がん性物質や炎症性物質を検出する
センサとして発展が期待できる.
第 5 章「レポーターアッセイによるエンドトキシン検出のための細胞チッフ。の開発」では遺伝子
組換え細胞を分子認識素子に用いるバイオセンサ開発について述べた.人工的に遺伝子を導入
した細胞を分子認識素子として用いる手法は，細胞が本来持つ機能のみの利用より高感度かっ
特異的に分析対象物の生体活性を容易に評価することが可能であり，分析の可能性を広げること
ができる優れた手法である.エンドトキシン受容体とレポーター遺伝子を組み込んだ市販細胞
HEK-Blue™-4 細胞を利用し，エンドトキシン検出のための細胞バイオセンサを開発した.三電極集
積型金電極チッフ。に， Polydimethylsiloxane (PDMS) ウェルを取り付け， 1.0 x 104 cells の
HEK-Blue™-4 細胞と 1.5 mM p-アミノフェニルリン酸 (APP) を含む PBS 溶液をウェル内に入れて
センサとしたエンドトキシンサンプルを添加して 24 時間後，レポータータンパク質で、ある分泌型ア
ルカリホスファターゼ (SEAP) の酵素反応により生じた p-アミノフェノール (pAP) をアンベロメトリック
に測定することにより，エンドトキシンの定量を行った.その結果， 0.01 ・ 1 ng/ml のエンドトキシンを
定量検出することに成功した.今後，エンド、トキシンだ、けで、なく，他の炎症物質検出への応用など
分析対象の生理活性を計測するセンサとしての展開が期待できる.
第 6 章「酵素前駆体を利用するエンドトキシンセンサチッフ。の開発」では，酵素前駆体を分子認
識素子に用いるバイオセンサ開発について述べた.分子認識素子として酵素前駆体を用いる電
気化学センサは，酵素の特長を活かしながらこれまで一般の酵素センサで測定できないアナライ
トの検出が可能な新しいタイプのセンサである.さらに，他の酵素前駆体や受容体など類似の生体
分子の認識機構を利用することにより，今後，幅広い展開が期待できる.本研究で、はカブトガニの
血球成分(LAL)に含まれる酵素前駆体C因子を利用するセンシング手法を開発した.c因子はセ
リンフ。ロテアーゼ前駆体で、あり，エンドトキシンの結合によって活'性化する.最初に組換え C 因子
(rFC)を利用し，基質に Boc-Val-Pro-Arg・p-nitroanilide を用いた検討を行った.エンドトキシンによ
って rFC が活性化し，酵素反応によって遊離する p.ニトロアニリン (pNA) をプローブ型のグ、ラッシ
ーカーボン (GC) 電極を用いて微分パルスボルタンメトリー (DPV) 法で検出した その結果，反応
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時間 1 hr で 5000 EU/L, 3 hr で 1000 EU/Lのエンドトキシンの定量検出に成功した.さらに，感度
を向上させるために， LAL のカスケード反応を利用するシグナル増幅を試みた.その結果，約 l 万
倍の感度上昇がみられ，反応時間 lhr で 5 EU/L, 2 hr で 0.5 EU/Lのエンドトキシン検出が可能だ
った.最後にカーボン電極チップによる検出を検討した.その結果， GC 電極と同様の感度でのエ
ンドトキシン検出に成功した.透析液管理など超高感度エンドトキシン検出に期待される感度の l
EU/Lに近い検出限界を達成し現在は実用化に向けて企業との共同研究を検討中である.
第 7 章「総括」では本研究を総括し，今後の展望を示した.本研究では生理活性物質の高感度
検出にむけたチップ型電気化学バイオセンサの開発を行った.分析対象の生物学的特性を生か
し分子認識素子に抗体，白血球細胞，遺伝子組換え細胞および酵素前駆体をそれぞれ用いる
4 種類のバイオセンサを作製したその結果，分析対象を効果的に検出で、きるチップ型デ、パイスの
作製に成功した.本研究成果は今後，生物学的，分析化学的知見を活用した更なる高感度化や
企業と共同で検討を行うことにより，実用的な分析ニーズにマッチする高感度バイオセンサの開発
につながると期待できる.また，医療，環境，食品分野に応用可能な生体活性物質を高感度検出
で、きる小型で簡便なセンサの設計，開発に貢献することが期待できる.
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論文審査結果の要旨
本書命文は，生イ相舌性物質を高感度検出するためのチップ型バイオセンサの開発に関する研究を論じたもので、
ある。分析対象を効剰に検出するためのアプローチとして，分析対象の生物勃句特性を生かした分子認識素
子のi劃央を行い， 4種類のセンサを作製している。さらに4型検出装置への応用を視野に電極チップを作製し，
それぞれの検出系に組み込んでいる。
本論文は 7 章から構成されている。第 l 章の序章では，研究の中心テーマで、あるチッフ型電気化学ノミイオ
センサの開発について研究背景を概説し，研究の重要性について述べている。また，生理活性物質の高感度検
出に向けた研究のアプローチを述べ，持命文の全体の構成を示している。
第 2 章では，研究で用し、た電極チッフ。の作事妨法を述べている。さらにカーボン電極に関して，カーボン
の基礎特性評価について詳しく記載している。
第 3 章では，電気化学免疫測定チップによるテストステロンの定量について述べている。簡易検査手法で
あるイムノクロマトグラフィーと定量分析法で、ある電気化学検出チップを組み合わせることにより，簡便性と
定量生を両立できる検査デバイスの開発を成功させている。
第 4 章では，白血球の生珊悦生僻方街職能を利用する酸化ストレス性物質のバイオセンサの開発につい
て述べている。好中球様に分化した白血球を分子誌請様子に利用し，モデ、刈駿化ストレス性物質である ph加lOr出bo叫l 
lロ2寸叩ny打rist切at旬e 1臼3-acetate (伊PM胤A) の束府|撒撒により白血球が産生する Hワ
細胞の H2ü2産生を O凶smi凶li山山u団』且.nn-p伊oly円vin町1ηW1py狩rid出in問1児e gel polymer c∞on此ta出in凶in時g horseradish peroxidase (üs-HRP ポ
リマー)憐縄極チップで、特期切こ検出で、きることを確認している。
第 5 章では，遺伝子組換え棚包を利用するエンドトキシン検出のための細目包バイオセンサの開発にっし、て
述べている。エンドトキシン受容体とレポーター遺伝子を組み込んだ細胞を利用し，エンドトキシン束l搬によ
り細胞外に分泌されたアルカリホスファターゼの活性を，三電極集積型Au 電極チップを使ってアンベロメトリ
ックに定量検出することに成功している。
第 6 章では，酵素前駆体C 因子を利用するエンドトキシン検出のためのバイオセンサの開発について述べ
ている。 C 因子がエンドトキシンの結合によってプロテアーゼ、活性を呈することを利用し，基質から遊離する
p-ni troanil ine (pNA) を電気化判句に検出する手法を開発している。さらに，カブトガニの血球成分 (LAL) の
酵素カスケード即芯を利用し，高感度化に成功している。
第 7 章では，本研究を総括し，環境，医療，食品分野への応用に関する今後の展望を示している。
以上要するに，本論文は，分析対象分子の性質およひゆ析ニーズ、にあわせたチッフ型バイオセンサを開発
し，バイオセンシングに適用した場合の研究成果について記載したものである。これらの研究成果は，環境生
命化学およびバイオセンシング、工学の発展に寄与するところが少なくなしも
よって，本論文同専士(学術)の学位論文として合格と認める。
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